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Herstellung von Flavonoidderivaten 



Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung befindet sich auf dem Gebiet der Phyto- und Biochemie und betriflft ein 
Verfahran zur enzymatischen Herstellung von Flavonoidderivaten, die im 
Lebensmittelbereich, sowie in der Kosmetik und in pbarmazeutiscben Zubereitungen 
eingesetzt werden. 

Stand der Technik 

Die biologischen Wirkungen der Flavonoide sind seit vielen Jahren gut bekannt. Indem sie 
verschiedene oxidierende Spezies abfangen, verhindem sie eine oxidative Schadigung von 
BiomolekQlen wie DNA, Lipiden und Proteinen. In Antioxidans-Assays sind einige 
Flavonoide wirksamer als die Vitamine C und E, Neben dieser Haupteigenschaft wurden 
mehrere weitere biologische Wirkungen aufgezeigt, einschliefilich der Inhibierung der 
Wiikung von Enzymen und der Proliferation von Tierzellen, Viren und Bakterien. Weiterhin 
haben sie eine Wirkung auf das GefaBsystem und eine starke antioxidative Kapazitat 

Wegen ihrer hautschtttzenden und -reinigenden Eigenschaflen und ihrer Wirkungen gegen 
Altem, gegen Hautverfarbungen und auf das Aussehen der Haut wurden Flavonoide auch als 
Bestandteile von kosmetischen bzw. dermophannazeutischen Zusammensetzungen. Weiterhin 
wirken sie auf die mechanischen Eigenschaflen des Haars. 

Die Antioxidationseigenschaften der Flavonoide hSngen von der MolekOlstruktur ab. 
Untersuchungen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung haben gezeigt, dass die antioxidative 
Wirkung auf einer ortho-Hydroxylierung am Ring B des MolekOls, der Anzahl freier 
Hydroxylgnq)pen, dem Vorhandensein emer Doppelbindung zwischen Kohlenstoff 2 und 3 
im Ring C und dem Vorhandensein einer Hydroxylgruppe an Kohlenstoff 3 (Abbildung I ) 
beruht 
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Die Verwendung dieser Molektlle wird prinzipiell einCTseits durch eine sehr geringe 
Ldslichkeit in wSBrigen wie auch organischen Medien imd andererseits durch eine geringe 
Stabilit&t eingeschrSnkt. Flavonoide werden durcli Licht, SauerstofiT bzw. Oxidationsmittel 
und TemperaturerhShungen abgebaut. Diese Einschi&ikungen veiliindem ihren wirksamen 
Einsatz in Lebensmittebi und kosmetischen und pharmazeutischen Zusammensetzungen. 

Zur Behebung dieses StabilitS^tsproblems gibt es verschiedene gut bekannte Strategien: eine 
Einkapselung oder eine Fonnulierung mit Antioxidationsmitteln. Keine dieser Lfisungen ist 
jedoch vollstSndig zuMedenstellend, und es besteht weiterhin ein Bedarf an neuen 
glycosylierten Flavonoiden und Aglyconflavonoiden mit erhohter Stabilitat. 

Zur Verbesserung der Eigenschaften dieser Molekiile wurden enzymatische und chemische 
Modifikationen vorgeschlagen. So wird in den Patentschriften IP55157580 und JP58131911 
die Acylierung von Quercetin mit Fettsaurechloriden in Dioxan in Gegoiwart von Pyridin 
envahnt. In diesen Patenten wird die Acylierung jedoch in Gegenwart toxischer 
Ldsungsmittel durchgefUhrt. Die Substratumwandlungsraten sind niedrig. Die Acylierung von 
Flavon, Flavonol und Flavanon auf gleiche Weise wurde in den Coletica-Patenten FR 
2778663 (US6235294) beschrieben. Diese Uxnsetzung wurde chemisch in Gegenwart eines 
Fettsaurechlorids oder -anhydrids durchgefOhrt. Die Durchfiihrung dieser Reaktionen 
erfordert die Verwendung der aktivierten Fettsauren und toxischer Ldsungsmittel (Pyridin, 
Chloroform und Toluol). Weiterhin wurden hohe Temperaturen (100**C) verwendet, und die 
Substratumwandlungsraten waren gering (etwa 10 bis 60%). AuBerdem sind diese Reaktionen 
nicht selektiv, was zu polyacyUerten Produkten fuhrt. Ln Patent WO 09966062 wird die 
chemische Acylierung von Flavonoiden (Quercetin, Galangin, (+)-Catechin) durch FettsSuren 
(LaurylsSure, Buttersaure, EssigsSure...) und einen anschlieBenden enzymatischen 
Hydrolyseschritt durch eine lipase von Mucor miehei erwShnt. Diese Erfindung weist die 
gleichen Nachteile wie das Pat^t FR2778663 (US6235294) auf. Nach der zunSchst 
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durchgeftlhrten Acylierungsreaktion sind die gebildeten Produkte polyacyliert. Sind 
Monoester gewflnscht, so ist in einem zweiten Schritt eine enzymatische Hydrolyse erforder- 
lich, die nach dem Entfemen der LSsungsmittel der ersten Umsetzung zur Venneidung einer 
Desaktivierung des Enzyms durchgefuhrt wird. Flavonoidmodifikationen wurden auch im 
Patent BP0618203 beschrieben, in dem die Acylierung von (+/-)-Catechin durch Essigsaure- 
e^ylester und PropionsSmeethylester und die Acylierung von Epigallocatechin durch 
Propionsanre- und Buttersaurephenylester erwahnt werden. Zur DurchfOhrung di^er 
Reaktion benStigt man ein teures Enzym (die Carboxylase von Streptomyces rochei)^ und die 
Umwandlungsraten der beiden Substrate ist sebr niedrig (weniger als 1% des Acyldonoxs). 
SchlieBlich wird im Henkel/Cognis-Patent WO 0179245 eine enzymatische Acylierung von 
Flavonoiden (Naringiii, Rutin, Asparatin, Orientin, Quercetin, Kampferol, cis-Qrientin, 
Isoquercitrin) durch verschiedene Saiu-en (p-Chlorphenylessigsaure, Stearinsaine, 12- 
Hydroxystearinsaure, Pahrdtinsaure, Laurinsaure, Caprinsaure, 4-Hydroxyphenylessigsaure, 
5-Pheaylvaleriansaure, Cumarsaure, Olsaure, Linolsaure) beschrieben. In diesem Patent wird 
ein Verfahren beschrieben, bei dem eine hohe Konzentration an Candida antarctica (40 g/1) 
und, bezogen auf die Flavonoide, ein UberschuB an Acyldonor verwendet wird. Die 
Umwandlungsrate der Substrate ist niedrig (10 bis 20%). 

Alle oben beschriebenen Arbeiten sind durch niedrige Ausbeuten gekennzeichnet. Darilber 
hinaus werden bei den chemischen ModijBkationen toxische Ldsungsmittel verwendet, die 
Reaktionen sind unspezifisch, was zu Produktmischimgen ftthrt, und die beschriebenen 
enzymatischen Reaktionen sind auf glycosylierte Flavonoide beschrankt. Die im Stand der 
Technik erwahnten niedrigen Umwandlungsausbeuten beruhen auf der Tatsache, dass die 
eingesetzten Verfahren nicht an Reaktionen mit wenig loslichen Substraten ang^afit sind und 
durch das wahrend der Umsetzung entstehende Wasser in drastischer Weise beeintrachtigt 
werden. 



Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der Erfindimg ist ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestem 
und -derivaten, bei dem man 

a) ein Reaktionsmedium herstellt, enthaltend ein organisches Ldsungsmittel, ein 
giycosyliertes Flavonoid oder Aglyconflavonoid, einen Acylgruppendonor und 
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einen enzymatischen Katalysator, 

b) gegebenenfalls wahrend der Reaktion weitere Mengen an Flavonoid und/oder 
Acyldonor zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das 
Ldsungsmittel abtrennt, 

daduich charaklerisiert, dass die Konzentration an wShrend der Reaktion gebildetmi 
Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wild, dass sie unter ISO mM gehalten wird. 

Die vorliegende Erfindung - ein Verfabren zur selektiven Acylierung von glycosylierten 
Flavonoiden und Aglyconflavonoiden - fllhrt zur Verbesserung der Flavonoidderivate 
bezttglich ihier Stabilitat und Lfislichkeit in verschiedenen Zubereitungen, wobei ihre 
antioxidativen Eigenschaften erhalten bleiben bzw. verbessert warden. Ein weiterer 
besonderer Vorteil, der durch diese modifi2!ierten Flavonoide erzielt wird, ist, dass 
bifiinktionelle Molekule mit hoherer biologischer Wirksamkeit gebildet werden. 

Verglichen mit den aus dem Stand der Technik bekannten Methoden laBt sich mit diesem 
Verfabren eine deutlicbe Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von 
Flavonoidestem, die Umwandlungsausbeuten (sowohl filr die Flavonoide als auch den 
ursprunglich vorhandenen Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erzielen, wabr^d 
die komplizierten, aufwendigen Auj&einigungs-Operationen nach der Synthese reduziert 
werden. 

Bei diesem Verfabren kommt eine Enzymtechnologie unter milden Temperatur- und 
Dmckbedingungen zum Einsatz, ohne dass dabei irgendwelche gefabrlichen Losungsmittel 
verwendet werden, wobei die Flavonoidester durch direkte Veresterung oder Umestem gemSB 
den folgenden Reaktionsschemata gebildet werden: 

Flavonoid + RCOOH Flavonoid-OCOR + H2O 
Flavonoid + RCOOR* Flavonoid-OCOR + R'OH 

wobei R* ftir eine Cl-C4-Alkylgruppe, vorzugsweise eine Cl-C2-Alkylgruppe, steht 

Dieses Ver&hren ist dadurch gekemizeicbnet, dass zunSchst das Reaktionsmedium entwassert 
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wild, van vor Begiim der Reaktion vorhandenes Wasser zu entfemen, und das bzw. der 
wShrend der Reaktion gebildete Wasser bzw. Alkohol on-line entfemt wird Wasser und/oder 
Alkohol werden axif Konzentrationen gehalten, die fiir die verwendeten LSsungsmittel und 
Substrate geeignet sind, vorzugsweise auf Konzentrationen von unter 150 mM, besonders 
bevorzugt unter 100 mM. 

Das Verfahren eignet sich fiir eine Vielzahl von Aglyconflavonoiden und glycosylierten 
FlavonoideoEi, und die mit diesem milden enzymatischen Verfahren erzielten 
Umwandlungsausbeuten liegen fiber den bislang erhaltenen: im Bereich von 50 bis 99%. 

Die enzjmoiatische Synfhese wird unter milderen Bedingungen als die chemischen Synthesen 
durchgef&hrt, wobei der Einsatz von toxischen Ldsungsmitteln wie Pyridin, Benzol und THF, 
hohe T^peraturen und das Anfallen von Nebenprodukt^ wie Salzen oder Flavonoid- 
Abbauprodukten^ die zus^tzliche Reinigungsschritte erfordem wiirden, vermieden wird. 

Verglichen mit den obenerwahnten bekannten Methoden laBt sich mit diesem Verfahren eine 
deutliche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Flavonoidestem, die 
Umwandlungsausbeuten (sowohl fur die Flavonoide als auch den ursprungUch vorhandenen 
Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erzielm, wShrend die komplizierten, 
aufw^endigen Aufireinigungsoperationen nach der Synthese reduziert werden. 

Ein Unterschied zwischen dem erfindungsgemSBen Verfahren und den bekannten Methoden 
des Standes der Technik ist die Art, in der die enzymatische Reaktion dmrchgefilhrt wird, \yas 
betrachtlich hdhere Ausbeuten ennS^cht, und die Vielzahl verschiedener Flavonoide, die 
eingesetzt werden k6nnen (sowohl glycosylierte Formen als auch Aglyconformen). 

Das Hauptziel der Erfindxmg ist es, alle der obenerwahnten Nachteile bestehender 
Acylierungsmethoden zu redxizieren imd ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von 
Flavonoidestem vorzuschlagen, das, vergUchen mit den obenerwahnten bekannten Methoden, 
eine deutUche Verbesserung in bezug auf die Endkonzentrationen von Flavonoidestem, die 
Umwandlungsausbeuten (sowohl fur die Flavonoide als auch den ursprOnglich vorhandenen 
Acyldonor) und insbesondere die Produktivitat erlaubt, wShrend die kompliziertCT, 
aufwendigen Aufteinigimgsoperationen nach der Synthese reduziert werden. 
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Hierzu betrifift die Erfindung ein Verfahren zur enzymatischen Synthese von Flavonoidestem, 
das dadurch gekennzeichnet ist, dass man in einen hierfiir ausgelegten Reaktor zur Bildimg 
eines Reaktionsmediuntis voibestunmte Mengen eines Flavonoids (glycosylierte Fonnen und 
Aglyconfoimm) oder Flavonoidderivats, eines Acylgrappendonors, eines organischea 
Lfisungsmittels, bei dem es sich um den Acyldonor handeln kann, und eines enzymatischen 
Katalysators einbringt, unter Bedingungen, bei denen zunSchst das Reaktionsmedimn auf eine 
Wasserkonzentration von imter 150 mM, votzugsweise unter 100 mM getrocknet warden 
kann und bei der die Konzentration an wSbrend der Reaktion gebildetem Wasser und/oder 
Alkohol unter einem voigegebenen Punkt von 150 naM, vorzugsweise 100 mM gehaltra 
werden kann. Dieser vorgegebene Punkt wird durch on-line Entfemen des gebildeten Wasseis 
und/oder Alkohols durch Adsorption an Molekularsieben, durch Destination oder durch 
Pervaporation eingehalten. Diese Reaktion laBt sich im Batch- Verfahren oder auch im Fed- 
Batch-Verfahren mit einem oder mehreren Substraten durchfuhren. Beim Fed-Batch- 
Verfahren laBt sich das MolverhSltnis vom Flavonoid zum Acyldonor durch ein geeignetes 
Substratzugabeprofil wahrend der Reaktion konstant halten. Es ist somit moglich zu steuem, 
wie sich die Zusammensetzung des Reaktionsmediums im Verlauf der Zeit entwickelt, und 
somit die enzymatische Reaktion in Richtung auf eine maximale Produktion an mono- oder 
multiacyUerten Verbindungen zu lenken und gleichzeitig stOrende Reaktionen zu begrenzen. 
Die so erhaltenen Flavonoidester werden abschlieBend gereinigt, indem man wenigstens 
enzymatische Partikel (beispielsweise durch Dekantieren, Filtrieren oder 2^trifugieren) und 
das Lfisungsmittel (beispielsweise durch Abdampfen, Destillieren oder Membranfiltration) 
abtremit 

Die Umsetzxmg wird erfindxmgsgemaB so durchgefiihrt, dass die Mhibierung bzw. 
Desaktivierung der Enzymreaktion, die man in Gegenwart hoher Konzentrationen an 
Flavonoiden, Acyldonoren oder Wasseransammlungen beobachtet, zunachst eingeschrSnkt 
ist. Die Substrate konnen im Verlauf der Reaktion graduell in kontrolUerter Weise zugeftihrt 
werden, wodurch vermieden wird, dass Konzentrationen eireicht werden, die die 
Enzymreaktion hemmen wflrden. 

Die Reaktion kann so durchgeftlhrt wwden, dass das FlavonoidrAcyldonor-MolverhSltnis von 
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0,01 bis 20 vorzugsweise von 0,02 bis 10 betrSlgt. Indem man die Werte ftir das Molverhaitnis 
im Reaktionsmedium in den oben angegebenen Bereichen halt, ist es mSglich, entweder 
hShere Reaktionsgeschwindigjceiten oder maximale Anteile an monoacylierten Flavonoiden 
zu erzielen. Durch Steuerung von Art und QuantitSt der im Verlauf der Zeit zugegebenen 
Reagentien l^Bt sich das Molverh§ltnis wShrend der Reaktion konstant halten oder kontrolliert 
variieren, so dass es im Verlauf der Zeit ein definiertes Variationsprofil durchlSiift, sich aber 
demioch wShrend der gesamten Reaktion in dem obenerwShnten Wertebereich befindet. Bine 
Optimierung der Synthesereaktion ist durch zwischenzeitliches oder kontinuierliches 
Abziehen wenigstens eines Bestandteils des Reaktionsmediums mdglich. Der abgezogene 
Bestandteil/die abgezogenen Bestandteile kSnnen mdg^cherweise nach Fraktionierung in den 
Reaktor zurackgefiihrt werden. 

GemaB einer Ausftihrungsform der Erfindung kann vorgesehen sein, zwischenzeitlich oder 
kontinuiCThch das gesamte Reaktionsmediimi abzuziehen und nach Fraktionierung einen oder 
mehrere Bestandteile des abgezogenen Mediums wieder in den Reaktor zu injizieren. 

Das zur Durchfiihrung des erfindimgsgemaBen Verfahrens verwendete ReaktionsgefaB bzw. 
der hierfur verwendete Reaktor ist vorzugsweise mit Vorrichtungea zur Steuerung der 
Temperatur, des Wasser- und/oder Alkoholgehalts und des Drucks, mit Vorrichtungen zur 
Zugabe von Reagentien und mit Vorrichtungen zum Abziehen von Produkten versehen. 

Wahrend des Ablaufs der Synthesereaktion wird die Temperatur vorteiUiafterweise auf 20 - 
lOO^C und der Partialdruck fiber dem Reaktionsmediimi vorteilhafterweise auf 10 mbar (10^ 
Pa) bis 1000 mbar (10^ Pa) eingestellt, ausgehmd von einem auf eine Konzentration von 
unter 150 mM, vorzugsweise imter 100 mM eingestellten Ausgangswassergehalt, die Menge 
an Wasser xmd/oder Alkohol wird auf imter 150 mM, vorzugsweise unter 100 mM gehalten 
und das Reaktionsmedium wird vorteilhafterweise leicht geriihrt. 

Zum Erhalt von Zubereitungen aus hochreinen Flavonoidestem kann weiterhin vorgesehen 
sein, zusatzUche abschliefiende Fraktionierungsoperationen durchzufiihren, beispielsweise 
indem man die verbliebenen Flavonoide oder Fette durch Extraktion mit organischen 
LSsungsmitteln oder superkritischen Fluiden, durch DestiUation bzw. molekulare Destillation, 
durch AusfMllen oder durch KristaUisioren abtrennt. 
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Bei dem in der Erfindung verwendeten Aglyconflavonoid oder glycosylierten Flavonoid bzw. 
Flavonoidderivat kann es sich um eine beliebige aus d^ von Chalcon, Flavon, Flavanol, 
Antiiocyan und Flavanon, Flavonol, Cumarin, Isoflavonen iind Xanihonm gebildeten Gruppe 
ausgewShlte Verbindung handebr 

Die Acyldonorverbindung wird unter bekannten FettsSuren bzw. deren Methyl-, EfhyK 
Propyl- Oder Butylestem ausgewShlt Diese Fetts9ure wird voizugsweise aus der von einer 
geradkettigen oder verzweigten aliphatischen SSure, gesattigt, ungesSttigt oder cyclisch, mit 
bis zu 22 KohlenstofiTatomen, gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere 
Substituenten ausgewShlt aus der aus Hydroxyl, Amino, Mercapto, Halogen und Alkyl-S-S- 
alkyl bestehenden Gruppe, beispielsweise Palmitinsaure, 16-Hydroxyhexadecansaure, 12- 
Hydroxystearinsaure, ll-MercaptoundecansSure, Thioctansfture oder Chinas^ure, 
geradkettigen oder verzweigten aliphatischen Disauren, gesattigt oder ungesSttigt, mit bis zu 
22 Kohlenstoffatomen, beispielsweise HexadecandisSure oder Azelainsaure, einer 
arylaliphatischen Saure und einer davon abgeleiteten dimeren Saure, einer Zimtsaure, 
gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus 
Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen bestehenden Gruppe, beispielsweise 
KafiTeesSure (3,4-Dihydroxyzimtsaure), Ferulasaure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsaure) oder 
Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), einer Benzoesaure, gegebenenfeUs substituiert durch 
einen oder mehrere Substituenten ausgewShlt aus der Grappe Hydroxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy 
und Halogenatomen, beispielsweise GallussSure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), Vanillin- 
saure (4-Hydroxy-3-methoxybenzoesaure) oder Protocatechusaure (3,4- 
Dihydroxybenzoesaxire) gebildeten Gruppe ausgewahlt. Die FettsSureester werden 
vorzugsweise aus den Methyl- oder Ethylestem der obigen Verbindungen ausgewahlt. 

Die Reaktion laBt sich mit dem Acyldonor als Losungsmittel oder in einem geeigneten 
Losungsmittel, bei dem es sich xun eine beUebige organische Verbindimg oder eine beUebige 
Mischung organischer Verbindungen handehi kami, in der die ausgewShlten Flavonoide bzw. 
Flavonoidderivate und Acyldonoreci ganz oder teilweise solubiUsiert werden, durchftihren. So 
wird das/die Ldsungsmittel insbesondere aus den folgenden Substanzen ausgewahlt: Propan- 
2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, Propanon, Butanon, Pentan-2-on, 1,2-Ethandiol, 2,3- 
Butandiol, Dioxan, Acetonittil, 2-Methylbutan-2-ol, rerT.-Butanol, 2-Methylpropanol und 4- 
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Hydroxy-2-methylpentanon, aliphatischen Kohlenwasserstoffen wie Heptan» Hexan oder 
einer Mschung von zwd oder mehreren dieser LSsungsmittel. 

Der verwendete enzymatische Katalysator muB natflrlich den Transfer einer Acylgmppe von 
einem Acyldonor zu einem Flavonoid bzw. Flavonoidderivat bewiiken nnd fbrdem und ist 
vorteilhafterweise eine Protease oder Lipase, z.B. aus Candida antarctica, Khizomucor 
miehei, Candida cylindracea, Rhizqpus arrhizus, voizugsweise auf einem Tr&ger 
immobilisierL 

Im Betracht der verschiedenen obCTerwahnten Merkmale kann man sich mehrere 
verschiedene AusfOhrungsformen der Erfindmig vorstell^i, insbesondere in Hinsicht auf die 
Art der verwendeten Reagentien imd die bevorzugten zu erreichenden Ziele. 

In einer ersten Ausfuhrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfahroi in einem Batch- 
Reaktor vorstellen (beide Substrate werden in den Reaktor mit Losungsmittel und Enzym 
gegeben). In diesem Fall enthalt der Reaktor zunachst das Losxmgsmittel, die Gesamtmenge 
an Flavonoiden (im allgemeinen von 1 g/1 bis 200 g/1), die erforderlich ist, um die gewiinschte 
Endmenge an modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an fireier Saure als 
Acyldonor, die dem ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem 
Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 0,01 bis 20) entspricht. Um einen festgelegten 
Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium 
unter Vakuimi (10-500 mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20 
-lOO^C, vorzugsweise 40 -80°C, erhitzt, imd die erzeugte Dampfinischung wird in einer mir 
Molekularsieben gefiillten Saule getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den Reaktor 
zuriickgefilhrt. Falls erforderUch wird das Kondensat tiber eine zweite mit Molekularsieben 
gefttllte Saule zurttckgeflihrt. Dann wird das Enzym in loslicher oder immobilisierter Form 
(von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt. WShrend der Reaktion 
gebildetes Wasser wird uber die mit Molekularsieben gefttllte Saule entfemt, indem man das 
Vakuum und die Temperatur im Reaktor entsprechend einstellt. 

In einer zweiten Ausftthrungsform kann man sich somit ein Syntheseverfahren vorstellen, bei 
dem Acyldonor und Lasungsmittel wShrend der Umsetzung zugegeben weiden. In diesem 
Fall enthalt der Reaktor zunachst das Ldsungsmittel, die Gesamtmenge an Flavonoiden (im 
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allgemeiaen von 1 g/1 bis 200 g/1), die erfoiderlich ist, um die gewQnschte Endmenge an 
modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an freier SSure als Acyldonor, die dem 
ursprOnglich erforderlichen MolverhSltnis (von gelOstem Flavonoid/Acyldonor) (im 
allgemeinen von 0,01 bis 20) entspricht. Um einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser 
im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium unter Vakumn (10-500 mbar, 
vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100**C, vorzugsweise 40-80®C, 
erhits^t, und die ^7;eugte Dampfinischung wird in ein^ mit Molekulaisieben gefOUten S9.ule 
getrocknet und anschliefiend kondensiert und in den Reaktor zurackgefiihrt. Falls erforderlich 
wird das Kondensat tlber eine zweite mit Molekularsieben geftUlte SSule zurQckgefiihrt. Dann 
wird das Enzym in ISslicher oder inomobilisierter Form (von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise 
von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzt. WShrend des Ablau& der Reaktion wird Ldsungsmittel 
zugesetzt, so dass ein Teil des L6sungsmittels fiber eine SSule mit Molekularsieben 
abgedampft wird. Das Wasser wird durch Austausch in der Damp:^liase entfemt Der Dampf 
wird kondensiert und in einem Auffangbehalter gesainmelt. 

Um die Losungsmittebnenge relativ konstant zu halten, fiihrt man wahrend der Reaktion on- 
line Acyldonor in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zu, dass das Molverhaltnis (von 
gelSstem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. Somit wird, 
wenn es vorteilhaft ist, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, der 
Acyldonor mit einer Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines Verbrauchs 
in der Umsetzung entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs laBt sich durch eine 
vorbereitende kinetische Untersuchung der eingesetzten Enzymreaktion bestimmen. Die 
wahrend der Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an Acyldonor bel^uft sich im 
allgemeinen auf von 0,01 bis 10 Gramm Acyldonor pro Stunde pro Gramm Enzymkatal>^ator 
im Reaktor. 

In einer dritten AusfOhrungsform der Erfindung kann das Syntheseverfahren auch unter 
Zugabe von Flavonoiden und Losimgsmittel durchgefuhrt werden. In diesem Fall enthalt der 
Reaktor zunachst das Losungsmittel, die Gesamtmenge an freier Saure als Acyldonor (im 
allgemeinen von 1 g/1 bis 500 g/1), die erforderhch ist, um die gewunschte Endmenge an 
modifizierten Flavonoiden zu erhalten, und die Menge an Flavonoid, die dem urspriingUch 
erforderUchen Molverhaltnis (von gelSstem Flavonoid/Acyldonor) (im allgemeinen von 1 g/1 
bis 200 g/1) entspricht. Um einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im Reaktor von 
unter 100 mM zu erzielen^ wird das Medium unter Vakuum (10-500 mbar, vorzugsweise 50- 
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250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, erhitzt, und die 
erzeugte Dampfinischung wird in einer mit Molekularsieben geftillten SSule getrocknet und 
anschlieBend kondensiert und in den Reaktor zuriickgeftthrt. Falls erforderlich wird das 
Kondensat liber eine zweite mit Molekularsieben gefttUte SSule zurtickgefuhrt. Dann wird das 
Enzym in I5slicher oder inomobilisierter Form (von 1 g/1 bis 100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 
bis 20 g^) zugesetzt. 

Wahrend des Ablau& 6ssr Unousetzung setzt man Ldsungsmittel zu und legt ein Vakuum an, so 
dass ein Teil des Lfisungsmittels und das gebildete Wasser abgedampft werden. Die 
Verdampfungsmenge wird durch eine entsprechende Steuerung des Vakuums und der 
Temperatur eingestellt Die gebildeten DSmpfe werden fiber eine mit Molekularsieben 
gefiillte Stole geftilirt Durch den Kontakt mit den Molekularsieben wird das Wasser entfemt. 
Nach dem l^tfemen des Wassers wird der Dampf kondensiert und in einem Auffangbehalter 
gesammelt, imi daim spater in den Reaktor zuruckgefiihrt zu werden. Gegebenenfalls fiihrt 
man wahrend der Reaktion wasserfreies LQsxmgsmittel zum Ausgleich von 
Verdampfimgsverlusten zu und um die Losungsmittehnenge relativ konstant zu halten. 
Weiterhin wird Flavonoid in einer solchen Menge pro Zeiteinheit zugesetzt, dass das 
Molverhaltnis (von geldstem Flavonoid/Acyldonor) auf dem erforderUchen Wert gehalten 
wird. Somit wird, wenn es vorteilhafl ist, dieses MolverhSltnis wShrend der Reaktion konstant 
zu halten, das Flavonoid mit einer Geschwindigkeit zugesetzt, die der Geschwindigkeit seines 
Verbrauchs in der Umsetzung entspricht; diese Geschwindigkeit des Verbrauchs laBt sich 
durch eine vorbereitende kinetische Untersuchung der eingesetzten Enzymreaktion 
bestimmen. Die w9hrend der Reaktion pro Zeiteinheit zugesetzte Menge an Flavonoid belSuft 
sich im allgemeinen auf von 0,01 bis 10 Graxnm Flavonoid pro Stunde pro Gramm 
Enzymkatalysator im Reaktor. 

In einer vierten Ausfiihrungsfonn der ErjBndung kann das Syntheseverfahren auch unter 
Zugabe von Flavonoid, Acyldonor imd Losungsmittel durchgefiihrt werden. In diesem vierten 
Fall enthalt der Reaktor zunachst das Ldsungsmittel, eine variable Konzentration an 
Flavonoid (vorzugsweise hdher als die Ldslichkeit des Flavonoids im Ldsungsmittel) imd die 
Menge an fireier S&ure als Acyldonor, die dem ursprOnglich erforderlichen Molverhaltnis (von 
gelfistem Flavonoid/Acyldonor) entspricht Um einen festgelegten Punkt der Menge an 
Wasser im Reaktor von unter 100 mM zu erzielen, wird das Medium unter Vakuum (10-500 
mbar, vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100*^0, vorzugsweise 40- 
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80®C, erhitzt, und die erzeugte Dampfinischimg wird in einer mit Molekularsieben geftiUten 
SSule getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den Reaktor zurttckgeftihrt. Falls 
erforderlich wird das Kondensat tlber eine zweite mit Molekularsieben gefuUte Saule 
zurQckgeflihrt. Daim wird das Enzym in iSslicher oder immobilisierter Form (von 1 g/1 bis 
100 g/1, vorzugsweise von 5 g/1 bis 20 g/1) zugesetzL 

Wahrend des Ablaufe der Umsetzimg setzt man Lasungsmittel zu und legt ein Vakumn im 
Bereich von 10-500 mbar, vorzugsweise 100-250 mbar, an. Zmn Entfemen des Wassers 
weiden die gebildeten DSmpfe tlber eine SSule mit Molekularsieben gefilhrt. Der Dampf wird 
kondensiert und in einem AufTangbehalter gesammelt Gegebenenfalls fUhrt man wahrend der 
Reaktion wasserfireies Losungsmittel zum Ausgleich von Verdampfungsverlusten zu und um 
die Ldsungsmittelmenge relativ konstant zu halten. Weiterhin wird Flavonoid in einer solchen 
Menge pro Zeiteinheit zugesetzt, dass das Molverhaltnis (von gelfistem Flavonoid/Acyldonor) 
auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. 

1st es vorteilhaft, dieses Molverhaltnis wahrend der Reaktion konstant zu halten, so setzt man 
Flavonoid und Acyldonor in Mengen pro Zeiteinheit zu, die jeweils der Geschwindigkeit 
ihres Verbrauchs in der Umsetzung entsprechen; diese Verbrauchsgeschwindigkeiten lassen 
sich durch eine vorbereitende kinetische Untersuchimg der eingesetzten Enzymreaktion 
bestinamen. 

In einer ftinflen Ausfuhrungsfonn der Erfindung kann das kontinui^liche Syntheseverfahren 
altemativ unter Zugabe und Abziehen von Flavonoid, Acyldonor und/oder Losungsmittel und 
mOglicherweise Enzymkatalysator durchgefiihrt werden. In diesem funften Fall enthait der 
Reaktor zunachst das LSsungsmittel, eine variable Konzentration an Flavonoid (vorzugsweise 
h5her als die LSslichkeit des Flavonoids im Losungsmittel) und die Menge an freier Saure als 
Acyldonor, die dem ursprunglich erforderlichen Molverhaltnis (von gelostem 
Flavonoid/Acyldonor) entspricht. Um einen festgelegten Punkt der Menge an Wasser im 
Reaktor von xmter 100 mM zu erzielen, wird das Mediimi unter Vakuum (10-500 mbar, 
vorzugsweise 50-250 mbar) auf eine Temperatur von 20-100°C, vorzugsweise 40-80°C, 
erhitzt, imd die erzeugte Dampfinischimg wird in einer mit Molekularsieben gefiillten Saule 
getrocknet und anschlieBend kondensiert und in den Reaktor zurUckgefiihrt. Falls erforderlich 
wird das Kondensat fiber eine zweite mit Molekularsieben gefiillte Saule zurfickgefUhrt. Dann 
wird das Enzym in Idslicher oder immobilisierter Form zugesetzt. Wahrend die Umsetzung 
stattfindet, werden kontinuierlich oder zwischenzeitlich Substanzen aus dem 



12 



wo 2004/050889 



PCT/£P2003/013143 



Reaktionsmedixim abgezogecu Liegt das Enzym in immobilisierter Fonn vor, so kann es im 
Reaktor zurflckgehalten werdenu Nach der Trennung kann man das Lfisungsmittel und 
moglicherweise das Flavonoid und/oder den Acyldonor in den Reaktor zurttckflihren. 
WShrend der Reaktion wird wasserfreies Lfisungsmittel zugesetzt, so dass Verluste durch 
Verdampfen iind Abziehen ausgeglichen werden, und es ist weiteiimi mdglich, Flavonoid und 
Acyldonor zuzusetzen, in solchen Mengen pro Zeiteinheit, dass das MolverhSltois dieser 
beiden Bestandteile auf dem erforderlichen Wert gehalten wird. Das Wasser wird wie oben 
beschrieben durch Molekularsiebe entfemt. Nach dem EntwSssem wild das verdampfte 
Lfisungsmittel kondensiert und wieder in den Reaktor zurdckgefOhrt. Ist es vorteilhaft, dieses 
Molverhaltnis wShrend der Reaktion konstant zu halten, so werdcn Flavonoid und Acyldonor 
in Mengen pro Zeiteinheit zugesetzt, die ihren jeweiligen Verbrauchsgeschwindigkeiten in 
der Umsetzung und ihren jeweiligen Abzugsgeschwindigkeiten entsprechen. 

Bel einer sechsten Ausfuhrungsfonn fiihrt man die Umset2nmg wie oben durch, ersetzt jedoch 
die freie Saure als Acyldonor durch ihren Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Butylester, 
vorzugsweise ihren Methyl- oder Ethylester. Der gebildete Alkohol wird auf die gleiche 
Weise wie oben entfemt. 

In einer siebten AusfiShnmgsform wird der Acyldonor als LSsungsmittel verwendet. 

In einer achten Ausfiihrungsform wird im Medium vorhandenes bzw. vorfaandener und/oder 
wShrend der Umsetzung gebildetes Wasser und/oder Alkohol durch eiae 
P^aporationsmembran entfemt, in der Dampf- oder Fltissigphase. 

Beispiele 

Beispiel 1: 

Die Rutinmonopahnitatsynthese wurde in einem 250-ml-Batch-Reaktor unter Verwendung 
von Candida antarctica-IApase (Novozym 435) durchgefOhrt. Hierbei handelt es sich um eine 
auf einem makroporOsen Acrylharz icomobilisierte Lipase. Die lipase wird mit einer Aktivitat 
von 7000 PI£ X g"^ (Propyllauratsynthese), einem Wassergehalt von 1-2 Grew.-% und einem 
enzymatischen Proteingehalt im Bereich zwischen 1 und 10 Gew.-% geliefert. 



13 



wo 2004/050889 



PCT/EP2003/013143 



FQr diese Synfhese wurden 0,75 g (1,2 mmol) Rutin, 0,315 g (1,2 mmol) Pahmtinsaure void 
250 ml rerr.-Amylalkohol verwendet Das Medium wurde unter Vakuum (150 mbar) auf 60°C 
erhitzt, und der gebildete Dampf wurde Hh&c eine auf 60°C erhitzte und mit 50 g 
Molekularsieben geftillte SSule geleitet Das vorhandene Wasser wurde also in der Gasphase 
entfemt, was sehr viel efifektiver ist als in der Fltissigphase. Der entw^sserte Dampf wurde 
kondensiert und tlber eine zweite S^ule, die mit der gleichoi Menge an Molekularsieben 
gefiillt war, in den Reaktor zuruckgefilhrt. Durch diese Vorgehensweise war es mdglich, nach 
6 h einen Ausgangswassergehalt von unter 100 mM zu erhalten und die Substrate zu 
solubilisieren. Dann wurde das Enzym (2,5 g) 2nigesetzt. Die Umsetzung wurde bei 60^C 
unter Vakuum (150 mbar) durchgefObrt, und das gebildete Wasser wurde auf die gleiche 
Weise wie zur uisprOnglichen Trocknung entfemt, wodurch dessen Konzentration auf unter 
100 mM gehalten wurde. 

Diese Konzentration laBt sich durch eine entsprechende Einstellung des Vakuums und Kuhl^ 
des Kuhlers variieren. Die untersuchten Drucke schwanken zwischen 10 und 700 mbar, und 
die Temperatur des Kuhlers zwischen -20 und 5°C. Durch diese Vorgehensweise ist es 
mogUch, die Wasserkonzentration im Reaktor auf zwischen 5 und 400 mM einzustellen. 

Nach 48 Stunden Umsetzung zeigte die Produktanalyse durch HPLC, dass die 
Umwandlungsausbeuten fiir die beiden Substrate etwa 90% betmgen. 

Am Ende der Reaktion wurde das Enzym durch Filtrieren wiedergewonnen. Das Medium 
wurde dann durch Abdampfen des L5sungsmittels konzentriert. Zum Eliminieren von 
Substratresten wurden zwei Extraktionssystone eingesetzt Zum Batfemen der Pahmtinsaure 
wurde eine WSschimg von Acetonitril/Heptan (3/5, v/v) verwendet, wShrend das Rutin durch 
Bxtraktion mit Wasser/Hqptan (2/3, v/v) abgetrennt wurde. 

Die Struktur des Produkts wurde durch ^H-NMR- Analyse bestatigt. 

*H-NMR: (400 MHz, DMSO-de): 8 0,8 (t, 3H), 1 (d, 3H), 1,25 (m, 24H), 1,45 (m, 2H), 2,1 
(m, 2H), 3,1-3,6 (breit, C-H Zucker), 3,7 (d, IH), 4,45 (s, IH), 4,65 (t, IH), 5,3 (breit, OH 
Zucker), 5,1 (breit, OH Zucker), 5,45 (d, IH), 6,2 (s, IH), 6,4 (s, IH), 6,8 (d, IH), 7,6 
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Beispiel 2: 

Die Acylierung von Hesperidin (0,75 g, 1,2 mmol) mit Palmitinsaure (0,315 g, 1,2 mmol) 
wuide wie oben beschrieben durchgefiihrt. 

Die HPLC-Analyse zeigte, dass nach 48 Stunden 95% des Acyldonors verbraucht waren. 
Durch die gleiche Aufreimgungsvorschrift wie oben konnte mittels FlOssig-Fliissig-Extraklion 
das Hesperidinmonopalnodtat gewonnen werden. Die Struktur dieses Hesperidinesters wuide 
dutch ^H-NMR-Analyse bestatigt. 

^H-NMR: (400 MHz, DMSO-d^): 8 0,83 (t, 3H), 1,0 (d, 3H), 1,05 (breit, 24H), 1,20 (m, 2H), 
2,25 (m, 2H), 3,4-3,6 (breit, C-H Zucker), 3,8 (s, 3H), 4,15 (s, IH), 4,58 (s, IH), 4,75 (m, 
2H), 5,0 (m, IH), 5,18 (dd, IH), 5,4 (d, IH), 5,48 (d, IH), 6,14 (m, IH), 6,18 (s, IH), 7,0 (m, 
3H), 9,15 (s, IH), 12,05 (s, lH)ppm 

Beispiel 3: 

Die Acylierung von Esculin (0,75 g, 2 mmol) mit Palmitinsaure (0,523 g, 2 mmol) wurde wie 
in Beispiel 1 beschrieben durchgefiihrt. 

Die Fltissigchromatogrs^hieanalyse zeigte, dass nach 48 Stunden 80% des Acyldonors 
verbraucht waren. Durch die gleiche AujBreinigungsvorschrifl wie oben konnte mittels 
Fltissig-Fliissig-Extraktion das Esculimnonopahnitat gewonnen werden. Die Struktur dieses 
EscuUnesters wurde durch ^H-NMR-Analyse bestatigt. 

^H-NMR: (400 MEIz, DMSO-de): 5 0,8 (t, 3H), 1,15 (breit, 24H), 1,4 (m, 2H), 2,25 (m, 2H), 
3,2 (m, IH), 3,65 (m, IH), 4,1 (dd, IH), 4,35 (d, IH), 4,85 (d, IH), 5,25 (s, IH), 5,35 (d, IH), 
6,2 (d, IH), 6,8 (s, IH), 7,3 (s, IH), 7,85 (d, IH) ppm 

Beispiel 4 
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Eine Acylierung von Rutin mit I^urms&iire wurde in einem 27 ml — Reaktor ausgeftihrt 
Rutin (100 mg, 0.16 mmol) und Laurinsaure (20 mg, 0.10 mol) wurden in 20 ml 
getrocknetem /er/-Amylalkohol bei SO'^C. gelost. Im Reaktionsmedium wurde ein 
kontrollierter Wassergehalt dutch Zugabe von Molekularsieben (4 g) auf unter 100 mM 
eingestellt und gehalten. Die Verestemngsreaktion wurde durch Zugabe von 0.2 g Lipase von 
CaruiidaarUarticdQ^Gvo2ym43S) gestarteL 

Die HPLC- Analyse zeigte, dass die Umsetzung von Rutin zum Monoester bei 76 % lag. 
Beispiel 5 

Die Acylierung von Esculin (100 mg, 0.27nmiol) mit LaurinsSure (54 mg, 0.27mmol) wurde 
wie in Beispiel 4 beschrieben durchgef&hrt. 

Die HPLC- Analyse ergab eine Umsetzungsrate zum Esculinmonoester von 82 %. 
Beispiel 6 

Die Acylierung von Esculin (100 mg, 0.27mmol) mit ll-Aminoundecansaure (55mg, 

0.27mmol) wurde wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefiihrt. 

Die HDPLC-Analyse ergab eine Umsetzungsrate zum Monoester von 61 %. 

Beispiel 7 

Die Acylierung von Esculin (100 mg, 0.27mmol) mit 11-Mercaptoimdecansaure (59mg5 

0.27mmol) wurde wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefiihrt. 

Die Umsetzung von Esculin zum Monoester lag bei 68 % (HPLC-Analyse). 

Beispiel 8 

Die Acylierung von Esculin (100 mg, 0,27nMnol) mit AdipinsSure (40 mg, 0.27mmol) wurde 
wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefDhrt. 

Die HPLC-Analyse ergab eine Umsetzungsrate von 70 %.zum Esculinmonoester. 
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Beispiel9 

Die Acylierung von Rutin (100 mg, 0.16mniol) mit Dodecandisaure (38 mg, 0.16mmol 

equimolar) wurde vde in Beispiel 4 b^chrieben durchgefOhrt. 

Die HPLC-Analyse ergab eine Umsetzungsrate zum Rudnmonoester von 75 %. 

Beispiel 10 

Die Acylierung von Rutin (100 mg, 0.16nunol) mit Dodecandisaure (754 mg, 3.27 mmol - 
Saurettberschuss) - wurde wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefOhrt 

Die HPLC-Analyse zeigte eine Umsetzung von Rutin zu 75 %, wobei das VerhSltnis von Di- 
Estem zu Mono-Estem bei 4 : 1 lag. 

Beispiel 11 

Die Umsetzung von Rutin mit Dodecandisaure mit Uberschuss von Rutin wurde in einem 250 
ml - Reaktor durchgefuhrt. 

Rutin (8, 13 mmol) und Dodecandisaure (0.3 g, 1.3 mmol) wurden in 200 ml tert- 
Amylalkohol gelost und unter Vacuum 150-200 mbars) auf 60°C erhitzt. Die gebildeten 
DSmpfe werden ttber eine mit Molekularsieben gefullte Saule gefiihrt und zurilckgewonnen. 
Auf diese Weise wurde nach einigen Stunden ein geringer Wassergehalt von unter lOOmM im 
Reaktor erreicht. 2 g Candida antarctica-Lipaso (Novozym 435) wurden zugesetzt. 
Nach 4 Tagen wurde eine Umsetzungsrate Dodecandisaure zu Dodecandioyl di-mtin (2 
Molekule Rutin verbunden dvirch ein Disauremolekul), und zu Dodecandioyl rutin (mono- 
ester) von 100% erreicht (HPLC-Analyse). 

Beispiel 12 

Die Acylierung von Esculin (8, 21.7 nmiol) mit Dodecandisaure (5 g, 21.7 mmol - 

Sauretiberschuss) - wurde wie in Beispiel 1 1 beschrieben durchgefiihrt. 

Die HPLC-Analyse zeigte, dass nach 5 Tagen die Umsetzungsrate zum Esculinmonoester 92 

%betrug. 
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Die Acylienmg von Rutin (100 mg, 0-16mmol) mit Hexadecandisaure (47 mg, 0.16mmol) - 
wurde wie in Beispiel 4 beschrieben durchgefiihrt. 
87% des Rutins wurden umgesetzt (HPLC-Analyse). 

Die Reinigungsmethode der Fltissig-Fllissig-Extiaktion gemftB Beispiel 1 eimSglichte eine 
Wiederfindung von Hexadecandioyl-Rutin (Monoester). Die Struktur des Produkts wuide 
durch ^H-NMR-Analyse bestfttigt. 

NMR : (400 MHz, DMSO de) : 5 0.76 (d, 3H), 1.2 (m, 60H), 1.5 (m, 12H), 2.2 (m, 12H), 
3.1-3.6 (broad, 8H), 3.7 (d, IH), 4.45 (s, IH), 4.65 (t, IH), 5.43 (d, IH), 6.18 (d, IH), 6.36 (d, 
IH), 6.84 (d, IH), 7.50 (m, 2H) ppm. 

Beispiel 14 

Die Acylierung von Escnlin (100 mg, 0.27mmol) mit Hexadecandisaxjre (78mg, 0.27mmol) - 
wurde wie in Beispiel 4 beschrieben dnrchgefiihrt. 

Die HPLC-Analyse ergab eine Umsetzungsrate von 89 % zum Esculinmonoester, 
Beispiel 15 

Die Umsetzung von Esculin mit Thioctans^ure erfolgte in einem 250 ml — Reaktor. 
Esculin (0.87g, 2.5mmol) und Thioctansaure (1.23g, 6namol) wurden in 250 ml tert- 
Amylalkohol gelSst und xmter Vacuum (150-200 mbars) auf 60°C erhitzt. Die gebildeten 
Dampfe werden liber eine mit Molekularsieben gefullte Saule gefuhrt und zuriickgewonnen. 
Auf diese Weise wurde nach 21 Stunden ein geringer Wassergehalt von unter lOOmM im 
Reaktor erreicht 2,5 g Candida antarctica-LipasQ (Novozym 435) wurden zugesetzt. 
Nach 70 Stunden waren 50 % des Esculins imigesetzt (HPLC-Analyse). 
Nach Ablauf der Reaktion wurde das Enzym filtriert und das Reaktionsmedium durch 
Verdampfen des LOsungsmittels konzeatriert. Zur Entfemung tlberschtlssiger Thioctansaure 
wurde eine Mischung aus Wasser/Heptane/Acetonitrile (2/3/0.4, v/v/v). zur Extraktion 
eingesetzt, die Gewinnung des Esters erfolgte danach durch Extrakdon mit Dichlormethan. 
Die Struktur des Esters wurde dtirch ^H NMR verifiziert 
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*H NMR : (400 MHz, DMSO cU): 1.2-L9 (broad, 8H), 2.1-2.4(bn)ad, 4H), 3.2 (m, 2H), 3.5 
(m, IH), 3.7 (m, IH), 4.12 (dd, IH), 435 (d, IH), 4,85 (d, IH), 5,23 (d, IH), 5.33 (d, IH), 
6.26(d, IH), 6.84 (s, IH), 7.33 (s, IH), 7.86 (d, IH) ppm. 

Beispiel 16 

Die Umsetzung von Rutin mit PhenylpropionsSure eifolgte in einem 250 ml — Reaktor. 
Rutin (8g, 13 mmol) und Phenylpropions&ure (10 g, 67 mmol) wurden in 200 ml tert-^ 
Amylalkohol gel5st und unter Vacuum (150-200 mbars) auf 60^C erhitzt. Die gebildeten 
DSmpfe werden Qber eine mit Molekularsieben gefUUte SSule geftlhrt und zurQckgewonnen. 
Auf diese Weise wurde nach 17 Stunden ein geringer Wassergehalt von unter 100 mM im 
Reaktor erreicht 13 g Candida antarctica-Lipase (Novozym 435) wurden zugesetzt. 
Die HPLC-Analyse des Produktes ergab nach einer Reaktionszeit von 105 Stunden eine 
Umsetzung zum Rutinmonoester von 55 %. 
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PatentansDiUche 

1. Verfafaren zur enzymatlschen Synthese von Flavonoidestem und -derivaten, bei dem 
man 

a) ein Reaktionsmediiun herstellt, enthaltend ein organisches Ldsungsmittel, ein 
glycosyliertes Flavonoid oder Aglyconflavonoid, ehxen Acylgjcuppesndonor und 
einen enzymatlschen Katalysator, 

b) gegebenen&lls wSfarend der Reaktion weiteie Mengen an Flavonoid und/odn 
Acyldonor zusetzt und 

c) die so erhaltenen Ester reinigt, indem man enzymatische Partikel und das 
Lfisungsmittel abtrennt, 

dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an wShrend der Reaktion 
gebildetem Wasser und/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie unter 150 mM 
gehaltenwird. 

2. Verfahren nach Anspnich 1, dadurch charakterisiert, dass die Konzentration an 
wahrend der Reaktion gebildetem Wasser imd/oder Alkohol so gesteuert wird, dass sie 
unter 100 mM gehalten wird. 

3. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von 
Flavonoid zu Acyldonor im Reaktionsmedium so eingestellt ist, dass es w9hrend des 
V^ahrens im Bereich von 0,01 bis 20,00 liegt. 

4. Verfahren nach Anspmch 1, dadurch charakterisiert, dass das Molverhaltnis von 
Flavonoid zu Acyldonor im Reaktionsmedium so eingestellt ist, dass es wShrend des 
Verfahrens im Bereich von 0,02 bis 10,00 liegt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin dem Reaktionsmedixmi 
kontinuierlich oder zwischenzeithch weitere Mengen an wenigstens einem Flavonoid 
in fester Form oder in Form einer flussigen LSsung, Losungsmittel, enzymatischem 
Katalysator in loslicher oder immobiUsierter Form und Azyldonorverbindung alleine 
oder solubilisiert im Lfisungsmittel zusetzt. 
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6* Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder 
kontinuierlich wenigstens einen Bestandteil des Reaktionsmedixmis abzieht und diesen 
wenigstens einen abgezogenen Bestandteil nach Fraktionierung wieder in den Reaktor 
zunickfiihrt 

7. V^ahren nach Anspruch 6, bei dem man weiterhin zwischenzeitlich oder 
kontinuierlich das gesamte Reaktionsmedium abzieht und nach Fraktionierung einen 
oder mehrere BestandteUe des abgezogenen Mediums wieder in den Reaktor injizierL 

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei wShrend der Reaktion die Tenqieratur auf 20- 
lOO^C eingestellt wird, der Partialdruck tlber dem Reaktionsmedium auf 10 mbar bis 
1000 mbar eingestellt wird und das Reaktionsmedium gerOhrt wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem man weiterhin verbUebene Flavonoide oder 
verbliebenen Acyldonor durch Extraktion mit organischen Ldsungsmittehi oder 
superkritischen Fluiden, dxurch Destination, durch Kristallisation, durch Adsorption 
oder durch AusQUen eliminiert. 

10. Verfahren nach Anspmch 1, bei dem man weiterhin die dargestellten Flavonoidester 
durch Ausfailen oder chromatographische Trennung firaktioniert. 

11. Verfahren nach Anspmch 1, bei dem das Flavonoid ausgewShlt ist aus der Gmppe, die 
gebildet wird von Chalcon, Flavon, Flavonol, Flavanon, Anthocyan, Flavanol, 
Cumarin, Isoflavon imd Xanthon. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Acyldonorverbindxmg ausgewahlt ist aus der 
Gruppe, die gebildet wird von geradkettigen oder verzweigten ahphatischen Sauren, 
gesattigt, imgesattigt oder cycUsch, mit bis zu 22 Kohlenstoflfatomen, gegebenenfalls 
substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der aus Hydroxyl, 
Amino, Mercapto, Halogen imd Alkyl-S-S-alkyl bestehenden Gruppe, beispielsweise 
Pahnitinsaure, 16-Hydroxyhexadecansaure, 12*Hydroxystearinsaure, 
ll-MercaptoimdecansSure, ThioctansSure oder Chinas&ure, geradkettigen oder 
verzweigten ahphatischen Disauren, ges&ttigt oder ungesattigt, mit bis zu 22 
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KohlenstoflEatomCT, beispielsweise H^adecandisaure ode Azelainsaure, einer 
arylaliphatischen Saure und einer davon abgeleiteten dimeren Saure, einer Zimtsaure, 
gegebenenfalls substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der 
aus Hydioxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen bestehenden Gruppe, 
beispielsweise Kaffeesainre (3,4-Dihydroxyzimtsaiire), Ferulasaure (4-Hydioxy-3- 
methoxyzimtsame) oder Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure), einer Benzoesaure, 
gegebenen&Us substituiert durch einen oder mehrere Substituenten ausgewahlt aus der 
Gnq>pe Hydioxyl, Nitro, Alkyl, Alkoxy und Halogenatomen, beispielsweise 
Gallussaure (3,4,5-Trihydroxybenzoesaure), Vanillinsaure (4-Hydroxy-3-methoxy- 
benzoesaure) oder Protocatechusaure (3,4-Dihydroxybenzoesaure), oder deren 
Methyl-, Ethyl-, Propyl- oder Butylestem. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das organische Losungsmittel ausgewahlt ist aus 
der Gruppe, die gebildet wird von Propan-2-ol, Butan-2-ol, Isobutanol, Aceton, 
Propanon, Butanon, Pentan-2-on, 1,2-Ethandiol, 2,3-Butandiol, Dioxan, Acetonitril, 
2-Methylbutan-2-ol, rer^.-Butanol, 2-Methylpropanol und 4-Hydroxy-2- 
methylpentanon, aliphatischen Kohlenwasserstoffen wie Heptan und Hexan und 
Mischungen aus mindestens zwei dieser Komponenten. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, wobei es sich bei dem organischen Losungsmittel um den 
Acyldonor handelt. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der enzymatische Katalysator eine Protease 
und/oder Lipase xmifaBt. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei die Protease xmd/oder Lipase auf einem Trager 
immobiUsiert ist 

17. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gas- oder 
Flfissigphase durch Molekularsiebe aus dem Medium entfemt wird. 

18. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Wasser und/oder der Alkohol in der Gas- oder 
Flfissigphase durch Pervaporation aus dem Medium entfemt wird. 
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